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RESUMO

A doenca de Alzheimer é um dos tipos de deméncias mais comuns no mundo, cerca de 50
milhdes de pessoas no mundo, é caracterizada por se tratar de uma doenca neurodegenerativa
e seu diagndstico atualmente se divide em trés fases: a doenca pré-clinica, 0 comprometimento
cognitivo leve associado ao Alzheimer e a deméncia, sendo utilizados exames clinicos e
necropsia para a deteccdo. Pelo aumento da populacdo idosa, principais acometidos pelo
Alzheimer, um campo de estudo que é promissor é o0 uso da biotecnologia no diagnostico de
doencas desta natureza, mais precisamente o uso de marcadores genéticos. Por isso, o0 presente
trabalho visa trazer uma revisdo bibliografica do tipo integrativa sobre a utilizacdo de
marcadores e sua importancia para a biotecnologia e seu avanco. De forma mais especifica
trazer informacOes sobre a utilizacdo e aplicacdo de biomarcadores na doenca de Alzheimer,
mostrando a evolucdo do diagndstico, como esta atualmente e perspectivas futuras. Apesar de
ja existirem avangos importantes nas pesquisas em biomarcadores para o diagnéstico, estes
ainda ndo sao especificos e sensiveis, ndo possuindo reprodutibilidade para serem padronizados
no sistema de salde. Entretanto, tem-se perspectivas promissoras em marcadores da proteina

Tau e Beta-amiloide, bem como o uso de marcadores inflamatérios e a protedmica.

Palavras-chave: Biomarcadores; Deméncia; Biotecnologia; Alzheimer; Prevencao;
Diagnostico; Prognéstico.



ABSTRACT

Alzheimer's disease is one of the most common types of dementia in the world, about 50 million
people worldwide, it is characterized by being a neurodegenerative disease and its diagnosis is
currently divided into three stages: preclinical disease, mild cognitive impairment associated
with Alzheimer's and dementia, clinical examinations and necropsy being used for detection.
Due to the increase in the elderly population, the main ones affected by Alzheimer's, a
promising field of study is the use of biotechnology in the diagnosis of diseases of this nature,
more precisely the use of genetic markers. Therefore, the present work aims to bring an
integrative bibliographical review on the use of markers and their importance for biotechnology
and its advancement. More specifically, bring information about the use and application of
biomarkers in Alzheimer's disease, showing the evolution of the diagnosis, how it is currently
and future prospects. Although there are already important advances in research on biomarkers
for the diagnosis, these are still not specific and sensitive, not having reproducibility to be
standardized in the health system. However, there are promising perspectives in Tau and Beta-

amyloid protein markers, as well as the use of inflammatory markers and proteomics.

Keywords: Biomarkers; Dementia; Biotechnology; Alzheimer; Prevention; Diagnosis;
Prognosis.



1 INTRODUCAO

A biotecnologia se apresenta de diversas formas e com aplica¢cbes muito distintas, tornando
dificil defini-la de apenas uma maneira, por isso pode ser tida como um conjunto de
conhecimentos e métodos nos quais utilizam-se seres vivos como base ativa para a producéo
industrial (SCRIBRAN, 1985). Se torna um campo de estudo e de conhecimentos
multidisciplinares devido as suas aplicacfes e cronologia, uma vez que data dos primordios da
civilizacdo o uso de fermentacbes. O conhecimento e o interesse em biotecnologia foi
aumentando ao longo dos séculos, trazendo diversas descobertas importantes, como o uso de
marcadores genéticos, de enzimas e melhoramento de alimentos e produtos industriais no
século XX (GIEHL, 2006).

Um dos grandes avanc¢os da biotecnologia foi o aperfeicoamento das técnicas em diagndsticos
de doencas, como o uso dos marcadores genéticos, podendo ser usados para a prevencao,
diagndstico e tratamento de doencas, trata-se de marcadores que identificam tracos genéticos
especificos, sendo utilizadas inumeras metodologias para identifica-los (COUTO et al., 2017).

Uma das doencas cujo diagndstico vem sendo pesquisado é a doenca de Alzheimer, por ser
uma das causas mais comuns de deméncia em idosos e uma das doencas neurodegenerativas
que mais afetam a populacdo, cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo. A deméncia € uma
sindrome que se caracteriza através da deterioracdo progressiva dos maltiplos dominios da
cognicdo, como: memoria, raciocinio, linguagem, habilidades sociais, 0s quais podem
comprometer a autonomia do ser. Uma das principais causas de deméncia irreversivel é a

doenca de Alzheimer, responsavel por cerca de 7 a cada 10 casos no mundo. (GANDRA, 2022).

A doenga de Alzheimer (DA) foi descrita em 1907 pelo neuropatologista Alois Alzheimer,
sendo qualificada como uma doenga neurodegenerativa progressiva, causadora de diversos
distdrbios cognitivos, principalmente pela perda de memoria (ALVES et al., 2022). O
envelhecimento da populagdo devido a melhora na expectativa de vida acontece mundialmente,
porém a idade avancada é um fator de risco importante para o desenvolvimento de deméncias
como a DA. Existem estatisticas que mostram que terdo cerca de 80 milhdes de pacientes com
DA no mundo no ano de 2050 (HERRERA et al., 2002).
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Atualmente o diagnéstico da DA é tardio feito majoritariamente através de exames clinicos e
comprovados por necropsia. Entdo, um dos grandes desafios para um diagndstico diferencial
ainda em estagio inicial é conseguir diferenciar o que é fruto das alteracdes cognitivas da
senioridade e o que € patologico gerado através da evolucdo do adoecimento. Essa detecgdo
precoce é fundamental, pois auxiliaria em um prognostico mais positivo para o avanco da
doenca e, consequentemente, em melhoria de qualidade de vida para o portador e seus
cuidadores (AVILA; MIOTTO, 2003).

O estudo para a deteccao precoce da DA vem se norteando no uso de marcadores genéticos e
de exames de imagens que auxiliem no diagnéstico da doenc¢a enquanto ainda ndo aconteceu a
neurodegeneracdo em todo o cérebro. A necessidade é que se tenha um diagnostico sensivel e
especifico, passiveis de padronizacdo que possam auxiliar também na prevencdo dos avangos
precoces da DA (DUBOIS et al., 2010).

Entdo, o avanco da biotecnologia para o dominio e uso de técnicas mais avangadas para
deteccdo e diagnostico de doengas é promissor também para um prognéstico da Doenga de
Alzheimer, uma vez que poderiam ser utilizados tratamentos que poderiam atrasar esse avanco

e, também, contribuindo com marcadores genéticos especializados nas fisiopatologias da DA.

Em vista disto, este trabalho tem como objetivo realizar uma revisdo da literatura do tipo
integrativa sobre o avanco na descorberta de biomarcadores e sua aplicabilidade, evolucgéo e

uso como critério de diagnostico preventivo e avangado da Doenca de Alzheimer.

2 METODOLOGIA

No presente trabalho a metodologia empregada para pesquisa bibliografica foi do tipo
integrativa, orientada pela pergunta: “Quais os avancos cientificos em marcadores para
diagnoéstico de Alzheimer?”. O estudo tem um carater retrospectivo, observando o que existe
de relevante para o avanco cientifico no uso de marcadores para o diagnostico da Alzheimer.
A pesquisa foi realizada a partir das bases de dados Pubmed, Scielo e repositérios de
universidades, usando os termos “Biomarcadores, Marcadores, Diagnostico, DA e Alzheimer”

em portugués e inglés.
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Os critérios de inclusdo foram avaliados de acordo com a relevancia do biomarcador através
da especificidade e sensibilidade destes para o diagnéstico da Alzheimer e se existiam

resultados e testes que possibilitavam e viabilizavam a reprodutibilidade deste biomarcador.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A doenca de Alzheimer

S&o chamadas doengas neurodegenerativas aquelas que causam a degradagéo dos neurdnios de
maneira irreversivel, de forma que o sistema nervoso do individuo perde lentamente suas
funcbes neuroldgicas (BOTTINO e MORENO, 2006).

A doenca de Alzheimer é um tipo de doenca neurodegenerativa, classificada pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) como uma patologia degenerativa cerebral com caracteristicas
neuropatoldgicas e neuroquimicas. E responsavel pelo comprometimento do sistema nervoso
central e, geralmente, se caracteriza pela perda de memdria recente, mas em seu avango demais
sintomas séo apresentados, como: alteragfes de humor, dificuldade de fazer atividades
rotineiras, até a perda completa de personalidade e realidade (SMITH, 1999 e MATTOS;
GARCES et. al. 2011).

Histopatologicamente, a DA é caracterizada pelas consistentes mortes neuronais e perdas
sinapticas em regides do cérebro que sdo responsaveis pelas funcGes cognitivas, como o
hipocampo, cortex entorrinal e cerebral e estriado ventral. Ocorre um depdsito de fibrilares
amiloidais que estdo localizados nas paredes dos vasos sanguineos associados a diversas placas
senis, bem como, o acimulo de filamentos anormais de proteina Tau e formagéo de novelos

neurofibrilares, como esquematizado nas figuras 1 e 2 (SELKOE, 2001).
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Figura 1. Alteracbes cerebrais com a Doenca de Alzheimer. Fonte: Adaptado de JIN, 2015 e
GAMCHEOLOU KOREAN MEDICAL CLINIC, 2021.
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Figura 2. Divergéncia de um neurdnio normal e um acometido pela Doenga de Alzheimer. Fonte:
ALVES et al., 2022.

Existem duas hipdteses para explicar a etiologia da DA. Uma delas é a cascata amiloidal, na
qual a neurodegeneracao se inicia com a clivagem proteolitica da proteina precursora amildide
(APP). Isto resulta na producéo e deposicdo da proteina B-amiloide (AB) e na formacéo de
placas senis (HARDY e SELKOE, 2002). A outra hipétese é a colinérgica, ou seja, a disfuncéo
do sistema colinérgico, cujas alteragdes nos neurdnios sdo estimuladas atraves da acetilcolina,
produzindo as deficiéncias de memoria e as falhas cognitivas (BARTUS; EMERICH, 1999).

Sobre a disfuncdo do sistema colinérgico foi observado em pacientes com DA, alteracdes na

quantidade de receptores colinérgicos do tipo muscarinicos (RCMs). Estdo presentes nos
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neurdnios pos-ganglionares do parassimpatico e em alguns sitios simpaticos. Sendo
responsaveis no sistema nervoso central (SNC) pelos controles de funcdes cognitivas, respostas
emocionais e pelo sono. Por isso, na Doenga de Alzheimer, essas alteragdes dos receptores
causam falha no controle dessas fun¢des do SNC (WESS, 1993).

A transmissdo colinérgica se associa principalmente ao sistema nervoso parassimpatico
responsavel pela normalizacdo dos Orgdos internos, a acetilCoA advinda da glicolise em
conjunto com a colina captada no exterior da célula, formam a acetilcolina (ACh). Uma vez
formada, € internalizada em vesiculas e quando chega ao neurdnio um potencial elétrico, ou
seja, a informacdo advinda do SNC, acontece a abertura dos canais dependentes dos ions de
calcio, sendo liberados para as fendas sinapticas. Com essa entrada, ocorre a exocitose das
vesiculas, com a posterior liberacdo da ACh na fenda sinaptica, fazendo com que esta interaja
com os receptores, levando a estimulos excitatérios ou inibitdrios. Se ocorre um excesso de
ACh, acarreta a hiperestimulacédo da sinalizacdo (PINTO, 2017). Essa via esta representada na

figura 3.
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Figura 3. Producdo e liberacdo da acetilcolina. Fonte: Adaptado de PINTO, 2017.

Além disso, hd uma outra caracteristica neuropatoldgica, a formacdo dos NFT, novelos
neurofibrilares, os quais sdo os filamentos helicoidais procedentes da hiperfosforilacdo da
proteina Tau. Ou seja, ocorre a perda da fungdo regular da proteina Tau, de estabilizacdo dos
microttbulos neuronais, sendo substituida pelos NFTs, como mostrado na figura 4 (PARIHAR
e HEMNANI, 2004).
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Figura 4. Via Amiloigénica da Doenca de Alzheimer. Fonte: RIBEIRO; SANTOS; SOUZA, 2021.

A DA é um dos desafios da salde posto que é crescente a quantidade da populacéo de idosos
mundialmente e por ndo existirem tratamentos eficientes. Além disso, sua descoberta, em geral,
é tardia. Estima-se que em 2050 mais de 25% da populacao sera idosa e, no Brasil, foi o grupo
de idade que mais cresceu nas ultimas duas décadas, sendo a idade avancada um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento deste tipo grave de deméncia. Portanto, a DA é também
considerada um desafio social, sendo a sua prevaléncia aumentada com o avanc¢o da idade, a
qual atinge 10% da populacdo entre 65 e 75 anos, e mais de 40% da populacéo acima de 85
anos (GUTIERREZ; SILVA; GUIMARAES e CAMPINO, 2014).

Além disso, pode ser considerada também como um desafio econdmico e financeiro. Uma vez
que o curso da doenca varia entre 5 e 10 anos e reduz a expectativa de vida da pessoa, tornando-
a dependente, tanto de cuidados excessivos de familiares, quanto de assisténcia profissional
especifica. O que faz com que aumente 0s custos no sistema de satude e no sistema familiar do
enfermo (SILVA e SIQUEIRA, 2017).

A hipotese é de que a doenca se inicie décadas antes dos primeiros sintomas se manifestarem,
0 que faz com que 0s ensaios e testes também demorem anos para mapeamento dos sintomas
e da progressdo da doenca. Por isso é necessario o desenvolvimento de diagndsticos eficientes
que diminuam o tempo de detec¢do para inicio precoce do tratamento, tais como 0s
biomarcadores (ALMEIDA et al., 2014).
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3.2 Marcadores

Um dos marcos mais importantes da biotecnologia moderna foi a descoberta dos &cidos
nucleicos por Watson e Crick em 1953, quando descobriram a estrutura de dupla-hélice e,
posteriormente, a sintese do acido desoxirribonucleico (DNA), experimento executado por
Kornberg em 1967. A técnica do DNA recombinante traz a criacdo artificial de novos
organismos, de forma a se obter novas caracteristicas através da hibridizacdo da molécula de
DNA (LIMA e MOTA, 2003). Entdo, essas descobertas sobre a natureza, composicao quimica
e as propriedades do DNA e genes geraram muitos avangos no uso das técnicas desenvolvidas
pela biologia molecular, incluindo uma evolugdo considerdvel nas metodologias de

diagnosticos de doencas.

Ao se tratar de DNA e do avanco da biologia molecular, temos a descoberta dos marcadores
genéticos, os quais podem se diferenciar nos principios, nas aplicacdes e até na metodologia
adotada, sempre levando em consideracédo a finalidade e o objetivo que se tem. Podendo ser
divididos em morfolégicos, marcadores bioquimicos e moleculares (GROVER e SHARMA,
2016).

Os marcadores genéticos sdo definidos por seu carater visivel ou fen6tipo analisavel em que 0s
alelos em loci segregam de forma Mendeliana e sdo qualificados por apresentarem um certo
tipo de variabilidade (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Os marcadores morfologicos sdo assim denominados pois se baseiam em variabilidade das
caracteristicas qualitativas, como cores e formatos, e sofrem influéncias ambientais, portanto,
ndo contemplam a totalidade de caracteristicas que podem afetar um metabolismo (AHMAD
etal., 2017).

Os marcadores moleculares sdo aqueles que identificam tracos genéticos especificos, sendo
identificados por inimeras metodologias desenvolvidas pela biologia molecular, tais como
sequenciamento de DNA, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e detec¢do de micro arranjos
de acidos nucleicos. Sdo assim classificados pois a variabilidade surge através de uma mutagéo
genética (COUTO et al., 2017).
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A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), desenvolvida em 1980, trouxe diversos
avangos no campo da genética, para que analises mais rapidas e em muitos individuos
pudessem ser realizadas. E uma técnica que se baseia na sintese in vitro de copias de um
segmento especifico do DNA através da acdo da enzima DNA polimerase, com a qual é
possivel analisar a variabilidade populacional através do uso de marcadores moleculares
(CAVERS et al., 2005; SAADAOUI et al., 2017).

Logo, qualquer caracteristica presente no DNA que pode diferenciar dois ou até mais
individuos é denominada de marcador molecular, essas marcas acontecem atraves de alteracoes
na sequéncia de nucleotideos da molécula de DNA, que sdo chamadas de polimorfismos
(DIAS-SALMAN et al., 2009).

Os polimorfismos genéticos sao variaces genéticas que ocorrem em sequéncias de DNA que
sdo codificadoras e ndo-codificadoras, cuja consequéncia sdo alteracfes qualitativas ou
quantitativas das proteinas (LIMA et al., 2006). Portanto, a detec¢do de polimorfismos, é
interessante para diversas areas de conhecimento e podem auxiliar na compreensdo de bases
moleculares através de variados aspectos biologicos (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Mediante a metodologia e o polimorfismo que se quer identificar é possivel classificar os
marcadores moleculares em dois grupos: obtidos através da amplificacdo do DNA ou por meio
da hibridizacdo (OLIVEIRA, 2021). Os marcadores obtidos por amplificacdo contemplam
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SCAR (Sequence Characterized Amplified
Regions), STS (Sequence Tagged Sites), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e
SSR (Simple Sequence Repeats). J& para os obtidos por hibridizacao estdo os conhecidos como

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e os minissatélites (CHIES et al., 2014).

Outra maneira de classificagcdo dos marcadores moleculares é de acordo com a heranca alélica
de codominantes e dominantes. Sendo os dominantes capazes de identificar a presenca ou
auséncia de um alelo especificamente e os codominantes proporcionam a distincdo de seres
hetero ou homozigotos (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Os marcadores bioquimicos, sdo assim classificados devido ao uso de indicadores bioldgicos
para identificacdo da variabilidade, geralmente como consequéncia da interacdo do agente

bioquimico com o organismo. Entdo, podem ser qualquer substancia ou produto de uma
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transformacéo bioquimica, que seja possivel avaliar a condicdo metabdlica e também que seja
possivel sua quantificacdo, por isso sdo muito utilizados em diagndsticos. Por serem
indicadores biolégicos, podem ser fisioldgicos, fisicos, histoldgicos, células especificas, genes,
enzimas, hormonios e/ou outras moléculas (EISENBERG e KOIFMAN, 2001).

Desse modo, de acordo com o FDA (Food and Drug Administration), 6rgdo regulamentador
de alimentos, suplementos alimentares, medicamentos, cosméticos, equipamentos médicos,
materiais bioldgicos e produtos derivados do sangue humano, dos Estados Unidos da América,
a classificacdo dos biomarcadores dependera do parametro ou método utilizado, podendo ser:

1

Molecular: quantificacdo ou avaliacdo qualitativa da presenca de determinada

molécula;

N
1

Histoldgico: alteracGes celulares e teciduais identificadas através de microscopia;

w
1

Radiografico: interacdes de sinais fisicos com estruturas do organismo;

4- Fisiologico: avaliacdo de processos fisioldgicos;

ol
1

Cognitivo: avaliagéo das funcdes cognitivas.

3.3 Diagnostico da Doenca de Alzheimer (DA)

Atualmente a DA pode ser diagnosticada em trés diferentes fases:
1. Pré-clinica;
2. Comprometimento cognitivo leve (CCL) devido a DA

3. Deméncia.

Portanto, pode ser detectada de forma mais precoce, ndo sendo restrita a fase da deméncia,
como acontecia nas metodologias de diagnostico anteriores (FROTA et al., 2011).

O diagnéstico da DA pré-clinica é restringido apenas a pesquisa, no qual observa-se a presenca
de alteragOes nos exames representados pela atrofia cerebral na Ressonancia Magnética (RM)
e Tomografias por Emisséo de Positrons (PET), bem como o uso de biomarcadores, os quais
podem sinalizar alteracdes fisiopatoldgicas em pessoas ainda assintomaticas (DUBOIS et al.,
2010).

O CCL e diagnosticado atraves da anamnese, porém nao é restrito a clinica. Podem também
ser utilizados biomarcadores para auxiliar no descobrimento da probabilidade do avanco da
DA, dessa forma também atuando como prevenc¢éo do avanco doenga. Os biomarcadores ainda
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ndo sdo utilizados rotineiramente pois ainda ndo sdo padronizados e as analises sdo de alto

custo, permanecendo neste mesmo patamar em 2022 (FROTA et al., 2011).

O diagnostico da deméncia € realizado a partir de critérios clinicos padronizados, como os do
National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer’s
Disease and Related Disorders Association - NINCDS-ADRDA e do Diagnostic and Statistic
Manual — DSM I1I-R, DSM 1V, os critérios sdo preenchidos através de anamnese, exames e
avaliagdes cognitivas. Os critérios clinicos da NINCDS-ADRDA fazem a classificacdo da
doenca em provavel, possivel ou definitiva. Estabelecem que o diagnostico deve ser feito
atraves de exames clinicos, documentado por testes objetivos como miniexame do estado
mental (MEEM), tendo a confirmacdo pela avaliacdo neuropsicoldgica (MCKHAN et al.,
1984).

A DA provavel precisa ter um deéficit em duas ou mais areas da cognicdo, uma perda
progressiva de memoria e de outras fungdes cognitivas, bem como nao possuir outras doencas
cerebrais suscetiveis a causar déficits progressivos de memdria e cognitivos. J& a possivel tem
inicio da doenca comprovada através da DA provavel e somada com a piora perceptivel no
quadro neuroldgico. Por fim, a definitiva € confirmada através de evidéncias histopatoldgicas
a partir de biopsia ou necropsia (MCKHAN et al., 1984).

O MEEM ¢ um teste objetivo que consiste em muitas questdes agrupadas em sete categorias,
com a pontuacdo maxima de 30. E muito usado na primeira etapa do rastreamento da deméncia
e sofre variacBes de acordo com o nivel de escolaridade do paciente e sua acurécia ira depender
do ponto de corte utilizado (APOLINARIO et al., 2011).

Ja os critérios para a DSM nas versdes Il e IV de DA envolvem o desenvolvimento de
multiplos déficits cognitivos manifestados por comprometimento da memaria ou por uma ou
mais perturbagdes cognitivas, as quais sdo (APOLINARIO et al., 2011):
e Afasia: perturbacédo da linguagem;
e Apraxia: capacidade prejudicada em execugdo das atividades motoras, mesmo
possuindo um funcionamento motor intacto;

e Agnosia: sem capacidade de reconhecer ou identificar objetos;
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e Perturbacdo do funcionamento executivo: impossibilitada de planejar, organizar e

sequenciar

Contudo, alguns outros exames complementares podem ser usados para que um diagnostico
mais completo seja obtido, como: exames de sangue para medicdo de hormonio tireo-
estimulante (TSH) e nivel sérico de vitamina B12; neuroimagem molecular e funcional e a
neuroimagem estrutural para afastar outras causas de deméncia e mostrar atrofias cerebrais,
exame do liquido cefalorraquiano (LCR) para identificacdo de causas especificas de deméncia
como inflamagfes do Sistema Nervoso Central e doencas neoplésicas e inflamatdrias;
eletroencefalograma (EEG) para entendimento do nivel de atividade elétrica cerebral e, até
mesmo, estudos genéticos (CARAMELLLI et al., 2011).

3.4 Uso de biomarcadores no diagnostico da DA

Existem diversos trabalhos sendo publicados na tltima década mostrando a importancia de um
diagnostico precoce da DA. Com isso, varias pesquisas provam o papel da proteina Beta-
amiloide como um possivel biomarcador, bem como a proteina Tau devido aos papéis que
desempenham no organismo com o avango da doenca (GALASKO et al., 1995; KURZ et al.,
1998; SJOGREN et al., 2001; ITOH et al., 2001; BLENNOW; ZETTERBERG, 2009).

Sendo a proteina Tau uma proteina do tipo intracelular, geralmente a quantidade encontrada no
LCR é baixa. Entretanto, na DA por se tratar de um lento processo neurodegenerativo, o qual
leva a uma crescente perda neuronal, pode ocorrer niveis aumentados de proteina Tau. Porém
nem sempre niveis elevados de Tau sdo associados exclusivamente a DA, uma vez que outras

doencas podem apresentar essa mesma manifestacdo (DEMARIN et al., 2011).

3.4.1 Uso dos biomarcadores Af42 e T-Tau/P-Tau
A AP42 ¢ o principal peptideo que esta envolvido a formacdo de placas senis, primeiramente
formando um nucleo de agregados de fibrilas de AB42 e depois uma deposi¢do de novas fibrilas
neste nucleo, o que causa neuroinflamacao e atividade astrocitaria devido a perpetuacao de

neurotoxicidade, causada pela captacdo de glutamato (Figura 5) (ANDREASEN et al., 1999).
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Figura 5. Atividade astrocitaria. Fonte: Adaptada de Block e colaboradores (2007).

Sendo os NFTs estruturas localizadas dentro dos neurdnios, 0s quais sdo compostos pelos
filamentos helicoidais pareados (PHFs), formados pelas proteinas ubiquitina e P-Tau.
(GOEDERT; CROWTHER; GARNER, 1991). Entdo, foi sugerida uma hipotese de que a
elevacdo da proteina P-Tau no LCR de pacientes com Alzheimer seria indicativa da patologia
nestes pacientes (GALASKO et al., 1995).

Galasko et al. (1995) demonstraram que 0s niveis de proteina Tau sdo elevados no LCR de
pessoas ja na primeira fase da DA. No entanto, a quantificacdo de T-Tau, ou seja quantidade
de proteina Tau total € um teste inespecifico por ser inespecifico ao Alzheimer. Ishiguro et al.
(1999) desenvolveram um método para detec¢do de P-Tau separadamente, uma vez que é
possivel medir a quantidade de proteina fosforilada, indicativo especifico do Alzheimer. Entéo,
outros estudos conseguiram demonstrar que a P-Tau é mais especifica para o diagnostico
(KURZ et al., 1998; VANMECHELEN et al., 2000; BLENNOW et al., 2006).

Diversos imunoensaios ja foram desenvolvidos para a detecgdo da P-Tau, para diferentes sitios
de fosforilacéo através do LCR, pois a fosforilagdo da Tau in vitro ocorre pela agdo de quinases
dirigidas aos seus sitios de serina e/ou treonina (WANG et al., 2012). Ao sitio de serina 199
(fosfotau-Ser 199) foi descoberto que possui especificidade de 85% entre as outras deméncias
(SJOGREN et al., 2001). Ja ao sitio da treonina 181 descobriram que a P-Tau é elevada para
DA (ITOH et al., 2001). Em estudo posterior foi observado que as concentragdes de P-taul81
foram elevadas em pacientes patologicamente e clinicamente diagnosticados com Alzheimer
(BRICKMAN et al., 2020).

Mattsson et al.(2009) avaliaram as proteinas Ap42 e T-Tau/P-Tau no LCR na prevengéo do

desenvolvimento de DA em pacientes que ja se encontravam em CCL, mostrando que pacientes
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que desenvolveram a DA apresentaram menor indice de AP42 e maiores niveis de T-Tau e P-
Tau dos que ndo desenvolveram a DA. O mesmo perfil foi apresentado por Sunderland et al.
(2003) e por Ibach et al. (2006) ao usarem 0 método Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), verificando especificidade de 80% e obtendo a concluséo de que estes biomarcadores

podem auxiliar na prevencao da progressao da Doenca de Alzheimer.

Existem estudos recentes em PET mostrando que os padrdes espaciais de ligagcdo da proteina
Tau estdo muito ligados aos padrdes de neurodegeneracdo e as manifestacBes clinicas dos
pacientes com DA (BEJANIN et al., 2017; OKAMURA; YANAI, 2017). Foi observado
também que as lesdes na proteina Tau ocorrem antes da deposicdo de Ap (JOHNSON et al.,
2015).

3.4.2 Marcadores inflamatorios
A presenca de autoanticorpos na DA traz novas perspectivas de marcadores por estarem tanto
no sangue quanto no LCR, porém ainda ndo se sabe em termos patoldgicos quais 0s papéis
desempenhados por esses mediadores inflamatérios. O certo é que as pesquisas nessa area sao
crescentes, podendo apresentar potencial de deteccdo e de monitoramento (GIUNTA et al.,
2008; COLASANTI et al., 2010; DEMARSHALL et al., 2016).

Por ocorrer um processo de neuro inflamagéo na DA, acontece a liberacdo de mediadores proé-
inflamatdrios como citocinas e fatores de complemento. Em uma tese demonstrada por Giunta
et al. (2008) os autores comprovaram que a IFN-gama e outras citocinas pro-inflamatérias que
interagem com o processamento e a producdo de AP, podem ser utilizadas como marcadores
de prevencéo do avanco da doenca.

Em estudo para verificar a viabilidade do uso de autoanticorpos para seu uso na prevengdo na
progressao da DA, foram obtidos resultados através de microarranjos, utilizando um painel de
autoanticorpos individuais através do soro humano, o qual foi possivel ter a distingdo de
portadores de CCL associados a DA com precisdo de 100%, comparando-se com controles
através software (DEMARSHALL et al., 2016).

3.4.3 Uso da protedmica
O uso da protedmica vem sendo utilizado devido a grande ascensdo da bioinformatica. Além

disso, a dificuldade do diagnostico através de biomarcadores do LCR também se tornou um
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incentivador no uso da proteémica através de outros métodos como o plasma sanguineo, uma
vez que é necessaria a realizacdo da puncao lombar no LCR, a qual pode ser considerada como
uma pratica invasiva (SCHNEIDER et al., 2009).

Ray et al. (2007) encontraram um perfil de 18 proteinas plasmaticas sinalizadoras endocrinas
e gque se assemelham a hormonios, que podem ser utilizadas para identificacdo de pacientes
com CCL que tiveram a progressdo para DA de 2 a 6 anos depois. A anélise dessas proteinas
mostrou uma desregulacéo sisttmica da hematopoiese, respostas imunes e suporte neuronal.
Em pesquisa posterior do grupo foi descoberto que essas proteinas estdo associadas aos niveis

de Beta-amil6ide ou Tau no LCR.

Ja Soares et al. (2012) conseguiram determinar um imunoensaio para identificacdo de
biomarcadores plasmaticos usando 190 analitos através do painel de perfil multianalito Human
DiscoveryMAP verséo 1.0, no qual relataram niveis aumentados do polipeptideo pancreético e
peptideo natriurético cerebral tipo B da proteina N-terminal (BNPT) em pacientes com CCL e
com DA.

4 DISCUSSAO
Dentre as informacdes e os marcadores apresentados durante este estudo, segue na Tabela 1 as
principais discussdes sobre cada um deles.

MARCADOR OBTENCAO DISCUSSAO

Beta-amiloide 42 LCR/Fluidos e plasma Sozinho € inespecifico para
determinacéo do Alzheimer.
Especificidade de 80%.
Custos elevados.

T-Tau LCR/Fluidos e plasma Aumento da proteina total

ainda na primeira fase pré-
clinica mas sozinho é
inespecifico para determinar
0 Alzheimer.

Custos elevados.

P-Tau LCR/Fluidos e plasma Grau de fosforilagéo da Tau
varia em diferentes
condicdes clinicas.
Sensibilidade e
especificidade de 80 a 90%
para DA.

Custos elevados.
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P-Tau Serina 199 LCR Especificidade de 85% em
relacdo a outras deméncias.
Custos elevados.

P-Tau Treonina 181 LCR Grau de fosforilacédo
diferente entre doengas. No
sitio Treonina 181 foi
observado sensibilidade
aumentada para o
Alzheimer, entre 80 a 95%
em estudos em diferenciais
de deméncia.

Custos elevados.
IFN-Gama e citocinas Plasma Hipdtese de que a
inflamacdo pode ser o inicio
para a progressao da DA.
Progndstico para a doenca e
auxilio na progressdo com
tratamentos especificos.
Autoanticorpos individuais | Microarranjos, Plasma Preciséo de 100% ao
comparar com controles
através de software.

Sem estudos clinicos
avancados.

Proteinas plasmaéticas Plasma A anélise dessas proteinas
mostrou uma desregulacdo
sistémica da hematopoiese,
respostas imunes e suporte
neuronal, sdo associadas ao
nivel das proteinas Beta-
amiloide e Tau.

Sem mais estudos
avancados.

Biomarcadores plasmaticos | Plasma Niveis aumentados de
BNPT em pacientes com
CCL e com DA.

Sem mais estudos
avancgados.

Tabela 1. Discusséo sobre os marcadores apresentados no estudo.

Embora haja avango nas pesquisas, na quantidade e na qualidade do uso de marcadores para o
diagnostico da Doenca de Alzheimer, ainda ndo € uma realidade o seu uso de forma efetiva em
pacientes. Pelas informacGes levantadas e apresentadas neste trabalho, € possivel perceber que
ainda ndo existe padronizagdo no uso de marcadores para o diagndstico, uma vez que é
necessario que estes marcadores sejam especificos para DA e que também seja possivel a

reprodutibilidade, além disso para efetiva implementacéo dos testes € importante a reducao de
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custos dos mesmos, bem como o uso de marcadores que ndo sejam invasivos aos pacientes

como os testes de LCR.

Tem-se a necessidade de pesquisas mais direcionadas e focadas em apresentar um padrao de
sensibilidade e de reprodutibilidade para o diagndstico. A expectativa é que alcancando estes
objetivos, o uso de marcadores possa ser refletido no diagnostico precoce da DA levando a
prevencOes da progressao da doenca e, além disso auxiliar no diagnostico diferencial na fase

pré-clinica.

5 CONCLUSAO

Este estudo trouxe a contribuicdo do estado da arte no diagnéstico da Doenca de Alzheimer na
visdo da Biotecnologia e para a Engenharia de Bioprocessos. Logo, mesmo existindo uma
variedade dos marcadores que podem vir a ser utilizados para o diagnostico da Doenca de
Alzheimer, ainda é necessaria a busca por marcadores eficientes que auxiliem o diagnéstico
precoce da doenca, sendo promissor possuir um foco para progredir em marcadores que ja

estudados e também no entendimento fisiopatologico do Alzheimer.

Apesar de muitos estudos ja existirem no tema, os artigos mais relevantes em relacao a detec¢édo
precoce do Alzheimer sdo datados da década passada. E evidente que se tem um avango no
tema, como o uso de métodos combinados: biomarcadores em adi¢do aos exames de imagens
ou até mesmo o uso de métodos menos invasivos que o LCR, exemplo do uso de biomarcadores
no plasma sanguineo ou até em mucosas, porém ainda ndo foram apresentados resultados na
literatura que sejam reprodutiveis. Portanto, o diagndstico permanece através dos exames
clinicos e alguns testes adicionais como exames de imagem e sanguineos (dosagens hormonais

e de vitaminas).
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